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RESUMO

Introdugao: A microbiota intestinal esta relacionada a multiplos efeitos metabdlicos
presentes no corpo humano, regulando as mais diversas cascatas de sinalizagao e
influenciando no bem-estar e processo de saude e doenca. Ela € composta por
diversos géneros bacterianos, mas o que possui relagdes mais relevantes com o
processo de saude e adoecimento € o Bifidobacterium spp. (BIF). Os processos
metabdlicos regulados por essas bactérias sofrem influéncia do metabolismo de
carboidratos n&o digeriveis que sao fermentados no trato gastrointestinal, dando
origem aos acidos graxos, que juntamente com a microbiota, atuam modulando
diversos processos como: regulagao inflamatodria, controle hormonal, producédo de
vitaminas, resisténcia insulinica e outros, tais quais possuem grande relevéancia clinica
para os pacientes e sdo modificadores de desfecho, tornando a regulagcdo da
microbiota intestinal um provavel alvo terapéutico futuro. Objetivo: analisar os dados
coletados e descrever a relagdo entre a dosagem sérica de acidos graxos (FAs) e
concentracao fecal de Bifidobacterium spp.. Métodos: 59 individuos, de 5 a 19 anos,
sem diagndstico prévio de doengas que possam interferir em seu estado nutricional,
matriculados nos diversos niveis educacionais em escolas municipais em zona rural
e urbana de quatro municipios do Sertdo da Bahia, avaliados no inicio do ano letivo
de 2019, sendo colhidas amostras de sangue (hemo e soro) e amostras fecais. A
avaliacao da abundancia fecal de BIF foi feita pelo método de Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real. A analise do perfil de acidos graxos séricos foi realizada
por cromatografia gasosa. Resultados: maiores niveis dos acidos graxos
palmitoleico, linoleico e linolénico + oleico estdo associados a maiores concentragdes
fecais de bifidobactérias, sendo observada melhora do padrdo de acidos graxos
cardioprotetores com aumento da concentracdo fecal de BIF. Conclusao: os
resultados comprovam a relagéo entre os acidos graxos plasmaticos de cadeia média
e longa e a concentracéo fecal de bifidobactérias, tornando ambos possiveis alvos
terapéuticos para diversos disturbios sistémicos, principalmente no ambito
cardiovascular e metabdlico.

Palavras-chave: Microbiota intestinal. Bifidobactérias. Bifidobacterium spp.. Acidos
graxos.



ABSTRACT

Introduction: The intestinal microbiota is related to multiple metabolic effects present
in the human body, regulating the most diverse signaling cascades and influencing
well-being and the health and disease process. It is composed of several bacterial
genera, but the one that has the most relevant correlation with the health and iliness
process is Bifidobacterium spp. (BIF). The metabolic processes regulated by these
bacteria are influenced by the metabolism of non-digestible carbohydrates that are
fermented in the gastrointestinal tract, giving rise to fatty acids, which associated with
the microbiota, act modulating several processes such as: inflammatory regulation,
hormonal control, vitamin production, insulin resistance and others, which have great
clinical relevance for patients and are outcome modifiers, making the regulation of the
intestinal microbiota a likely future therapeutic target. Objective: analyze the collected
specimens and describe the correlation between serum levels of fatty acids (FAs) and
fecal concentration of Bifidobacterium spp.. Methods: 59 individuals, aged 5 to 19
years, without prior diagnosis of diseases that may interfere with their nutritional status,
enrolled in different educational levels in municipal schools in rural and urban areas of
four municipalities in the Sertdo of Bahia, evaluated at the beginning of the 2019 school
year, with blood specimens (hemo and serum) and fecal specimens being collected.
The assessment of fecal BIF abundance was carried out using the Real-Time
Polymerase Chain Reaction method. Analysis of the serum fatty acid profile was
performed by gas chromatography. Results: higher levels of palmitoleic, linoleic and
linolenic + oleic fatty acids are associated with higher fecal concentrations of
bifidobacteria, with improvements in the pattern of cardioprotective fatty acids being
observed with an increase in the fecal concentration of BIF. Conclusion: the results
validate the correlation between plasma medium and long chain fatty acids and the
fecal concentration of bifidobacteria, becoming them two possible therapeutic targets
for several systemic disorders, mainly in the cardiovascular and metabolic spheres.

Key- words: Intestinal microbiome. Bifidobacteria. Bifidobacterium spp.. Fatty acids.
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1 INTRODUCAO

Os seres humanos ndo possuem enzimas para degradar a maior parte das fibras
alimentares. Portanto, esses carboidratos n&o digestiveis passam pelo trato
gastrointestinal superior sem serem afetados e sdo fermentados no ceco e no intestino
grosso pela microbiota cecal e colbnica anaerdbia, principalmente dos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus spp. A fermentagdo resulta em varios grupos de
metabalitos dos quais os acidos graxos de cadeia curta (SCFAs, short chain fatty
acids) s&o os principais. Para a comunidade microbiana, os SCFAs sao um produto

residual necessario, para o ambiente anaerébio do intestino. '

Além disso, a ingesta de alimentos, principalmente de origem animal, 6leo de coco e
azeites geram disponibilidade intestinal e sérica de acidos graxos saturados (SFAs),
Monoinsaturados (MUFAs) e Poliinsaturados (PUFAs), que tem importancia na
abundancia de certos géneros bacterianos da microbiota e em efeitos
cardiovasculares.?® Poucos sdo os estudos que relacionam a microbiota intestinal e
outros acidos graxos além dos SCFAs, ja tendo sido relatada e a influéncia na
microbiota intestinal na formagdo do acido linoleico conjugado e outros PUFAs e
MUFAs, principalmente quando falamos sobre a biodisponibilidade dos mesmos.**®

Nas ultimas décadas, ficou evidente que os SCFAs e outros acidos graxos podem
desempenhar um papel fundamental na prevencdo e tratamento da sindrome
metabolica, distirbios intestinais e certos tipos de cancer.! O desequilibrio da
microbiota intestinal, conhecido como disbiose, e a reducéo da diversidade bacteriana
podem levar a uma variedade de anormalidades metabdlicas, como inflamacao e
estresse oxidativo, impactando negativamente nas condi¢cdes fisiopatoldgicas e

fisiologicas do hospedeiro.®

Além disso, alguns estudos publicados tém relacionado a composi¢do da microbiota
intestinal com maior predisposi¢cdo a obesidade e outras patologias metabdlicas’,
todavia, nem todas as evidéncias apoiam um papel benéfico para os SCFAs, MUFAs
e PUFAs.”8



Ainda ha uma grande lacuna sobre a influéncia da microbiota nos niveis de acidos
graxos plasmaticos, porém sabe-se que o intestino € a fonte principal de SCFAs, pois
as concentracdes de acetato, propionato e butirato no sangue portal (375 pmol/l) sdo

quase 5 vezes maiores do que no sangue venoso periférico (79 umol/l). &

Portanto, ha ainda grande dificuldade de comprovacgao da influéncia da microbiota nos
niveis de acidos graxos seéricos e todos os seus efeitos positivos no metabolismo
devido a auséncia de um bom quantitativo de estudos em humanos. Além disso, a
construgcao do conhecimento nesse campo € muito comprometida pela falta de dados
sobre fluxos reais dos acidos graxos, de outros acidos graxos como os de cadeia

média e longa e os processos metabolicos por eles regulados.

2 JUSTIFICATIVA

A microbiota tem importante papel metabdlico, sendo a responsavel pela produgao de
moléculas de sinalizagao que interferem em diversas cascatas intracelulares por todo
o organismo humano, como: intestino delgado, célon, figado, bago, coragao, musculo
esquelético, neurdnios, células imunes e tecidos adiposos, sendo algumas delas os

acidos graxos. '

Essa microbiota € composta por uma diversa gama de bactérias, contudo, algumas
bactérias especificas se mostraram mais abundantes na saude em comparagado com
os estados de doenga e essas incluem Bifidobacterium e Lactobacillus spp., cujas

fungdes incluem fermentacéo de carboidratos e sintese de vitaminas. %10

Atualmente, o tema vem ganhando visibilidade, entretanto, ainda ha certa lacuna em
estudos observacionais que avaliem a correlagao, especificamente no que se refere
aos acidos graxos seéricos, que diferentemente dos acidos graxos fecais, sofrem
influéncia dietética direta®. Além disso, é grande a quantidade de estudos que
relacionam os acidos graxos de cadeia leve (SCFAs) com a microbiota fecal, todavia,
nao ha publicagbes com grande relevancia cientifica que relatem sobre a influéncia da

microbiota em outros acidos graxos como os de cadeia média e longa.

Ademais, ainda ha grande conflito cientifico em relagdo a influéncia da microbiota
intestinal no perfil satide e doenga''. Muitos estudos tém sido publicados, todavia, a



dificuldade de coleta e de acesso estudos in vivo em humanos tem sido uma limitagao

para a solidificagdo desse conhecimento na literatura cientifica.”

Devido a importancia dessas duas variaveis na homeostase corporal, a avaliacdo de
uma possivel relacédo entre o perfil de acidos graxos séricos e concentragao fecal de
Bifidobacterium spp. Podera impactar no desenvolvimento de planos terapéuticos e

diagndsticos mais efetivos.
3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

Avaliar a relagao entre concentracao fecal de Bifidobacterium spp. e perfil de acidos
graxos plasmaticos em criangas do Sertdo da Bahia.

3.2 Objetivo secundario

Descrever a composicdo sérica de acidos graxos de cadeia média e longa em
individuos classificados quanto a composicao fecal de Bifidobacterium spp.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal consiste em trilhdes de procariotos que residem na mucosa
intestinal. Em humanos, o trato gastrointestinal é rapidamente colonizado apds o
nascimento, assim como outras partes do corpo, essas bactérias vivem conosco em
simbiose tolerante e contribuem para uma série de processos fisioldégicos do
hospedeiro. Os constituintes da microbiota, que vao desde genes bacterianos até
proteinas e metabdlitos sdo coletivamente referidos como o microbioma. Simbiose,
comensalismo e mutualismo prevalecem nesta relacdo hospedeiro-microbiano, e a
discordancia nestas relagdes € frequentemente prejudicial ao hospedeiro. Alteragdes
na flora intestinal (disbiose) e a resposta do hospedeiro ao microbioma tém sido

associadas a doengas como obesidade e inflamagao crénica.!

A colonizagédo do intestino tem dois grandes beneficios. Primeiro, a microbiota educa

o sistema imunologico e aumenta a tolerancia a imunodeterminantes microbianos e
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em segundo lugar, a microbiota atua como um 6rgdo metabdlico que pode quebrar
componentes alimentares indigestos, degradar compostos alimentares
potencialmente toxicos, sintetizar certas vitaminas e aminoacidos, além de aumentar

a biodisponilibidade de alguns produtos de ingestao dietética.

Cada individuo tem um microbioma unico, cujo composi¢cdo € influenciada pelo
genotipo e fisiologia do hospedeiro, historico de colonizag&o, fatores ambientais,
alimentos e drogas (como é o exemplo dos antibidticos)?!, sendo assim um regulador
central do metabolismo, sofrendo influéncias do hospedeiro como: genética, dieta,
quantidade e a composicdo dos lipidios e niveis de estresse, sendo os fatores
dietéticos os mais influentes, e desempenhando um papel importante nas doencas
cardiometabolicas. ©

A microbiota esta intimamente envolvida em varios aspectos da fisiologia normal do
hospedeiro, desde o estado nutricional até o comportamento e a resposta ao estresse,
colonizando praticamente todas as superficies do corpo humano que estao expostas
ao ambiente externo, como a pele, trato geniturinario, gastrointestinal e respiratorio.'?
O microbioma intestinal, tem também a capacidade de executar muitos processos que
nao podem ser realizados pelo hospedeiro. Esses processos podem dar origem a
metabdlitos microbianos produzidos ou modulados que funcionam como substratos
metabalicos e moléculas de sinalizagdo no hospedeiro, com grandes implicagdes para

o metabolismo e a saude.’®

A preservacao da homeostase na mucosa intestinal € um dos principais papéis da
microbiota intestinal, pois fornece um habitat conveniente a longo prazo. Isso permite
com que os processos metabdlicos exercidos pela mesma se mantenham e que a
homeostase corporal seja eficiente, propiciando assim, melhor controle metabdlico,

imunoldgico e inflamatdrio.™

Entretanto, atualmente, ainda ndo temos elucidada a interferéncia da microbiota na
regulacdo da adiposidade e surgimento de doengas cardiovasculares (DCV), haja
vista que, alguns estudos relacionam o aumento de SCFAs, MUFAs e PUFAs com
aumento da adiposidade e padrbes lipidogénicos, por conta de maior oferta
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energeética, e outros os relacionam com diminuigéo, afinal tais acidos s&o importantes

ativadores do metabolismo energético. ''-15.16

Os Bacteroides spp. parecem ser o género mais abundantes na microbiota,
compreendendo aproximadamente 30% das bactérias do intestino, seguidos de
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., 0 que sugere que esses géneros sejam
particularmente significativos no funcionamento do organismo hospedeiro.!”
Bifidobacterium e Lactobacillus spp, estdo muito associadas ao processo de saude e
doenca, inclusive sendo a sua reposi¢cao por meio de probidticos marcada como

método de tratamento para diversas patologias. ®'°

4.2 Bifidobacterium spp.

As bifidobactérias estdo entre os colonizadores microbianos pioneiros do trato
gastrointestinal e dominam a microbiota intestinal de recém-nascidos amamentados
saudaveis e, durante a vida de um adulto, os niveis permanecem relativamente

estaveis, tendendo a diminuir na senescéncia.'819

Embora os papéis de promocédo da saude das bifidobactérias sejam amplamente
aceitos, a diversidade delas entre a microbiota intestinal humana ainda € pouco
compreendida. As analises mostraram que a populagdo cultivavel de amostras
intestinais e fecais inclui seis taxons filogenéticos principais, ou seja, Bifidobacterium
longum,  Bifidobacterium  pseudocatenulatum, Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium breve e Bifidobacterium bifidum
possuem uma modesta diversificagcao das populagdes, além de ampla capacidade de

colonizagdo.?°

Em geral, acredita-se que as bifidobactérias contribuam para o bem-estar do
hospedeiro e estdo sendo cada vez mais usadas como probidticos - microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio
para a saude do hospedeiro.?! Essa possivel atividade probidtica inclui papeis diretos
e indiretos tais como: redugao de doencgas infecciosas por meio de producgao in situ
de vitaminas e de acetato gerando efeito protetor e anti-inflamatério??2, alivio de
doencas inflamatdrias cronicas como por exemplo a colite ulcerativa, melhora de

varias condigodes fisiolégicas como a redugao da taxa de colesterol ou intolerancia a
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lactose e reducdo de riscos que afetam a saude como doencgas atdpicas, pela
arquitetura semelhante a um biofilme formado pela microbiota na mucosa, estando
em contato proximo com o epitélio subjacente, promovendo fungdes benéficas,

incluindo troca de nutrientes e indugéo da imunidade inata do hospedeiro. 24-26

As bifidobactérias também influenciam na sintese de acidos graxos como por exemplo
o acetato, butirato e lactato, por meio de metabolizagao de uma série de carboidratos
complexos, sendo o conhecimento atual do metabolismo de carboidratos
bifidobacterianos com foco na degradagéo de poli/oligossacarideos de plantas.?’-2°

Além disso, as bifidobactérias também sado associadas a alteracdo nos niveis séricos
de alguns PUFAs 6mega- 3 como o acido docosahexandico (DHA) e 6émega- 6 como
o acido linoleico, por meio no aumento de sua disponibilidade intestinal, mas sem

mecanismo subjacente bem elucidado. 53031

Associado a alteragcdes na microbiota bifidobacteriana especifica, como diminui¢éo do
numero ou composicao atipica de espécies, foi identificado um aumento da incidéncia
de algumas doengas como: doengas atdpicas®?, sindrome do intestino irritavel, cancer
colorretal®® e doencga celiaca®*, além disso, foi relatado que a disbiose das
bifidobactérias precede a obesidade por meio da sua influéncia nas bactérias
intestinais produtoras de butirato?®.

E importante enfatizar que nenhuma prova definitiva esta disponivel sobre a relagdo
entre niveis reduzidos de bifidobactérias ou composicdo alterada das espécies e
doengas. No entanto, grandes variagdes no numero ou composigdo na populagéo
bifidobacteriana presente no trato gastrointestinal s&o talvez as alteragdes da
microbiota intestinal mais frequentemente observadas, estando presente em muitas
diferentes patologias. Esse fato sugere um papel importante da populagédo de
bifidobactérias na homeostase intestinal.®

Apesar do supracitado, o quadro geral de diversos estudos indica que o grau de
evidéncia cientifica da eficacia dos probidticos em varias patologias, principalmente
doencgas associadas ao intestino, é inexistente, ou os dados nao foram suficientes

para chegar a uma conclusdo. Na maioria das revisdes, a selecdo de ensaios de
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intervencdo humana com probidticos foi uma variedade de estudos sem critérios

definidos, o que dificulta que se chegue a um resultado com forte evidéncia. 3

Ainda existem muitas barreiras de quantificacdo da microbiota pois ficou claro que a
comunidade microbiana do intestino humano inclui uma fragdo luminal, bem como
uma comunidade de mucosa aderente, que é muito diferente da identificada em
amostras de fezes. Assim, a microbiota fecal humana nédo pode simplesmente ser
considerada um reflexo direto da microbiota intestinal. Isso também é corroborado
pelo fato de que uma grande parte das bactérias presentes em amostras fecais &
derivado da dieta ou de contaminagbes ambientais e apenas uma parcela € de

componentes bacterianos aderentes & mucosa do trato gastrointestinal humano.3®

4.3 Acidos Graxos

Acidos graxos s&o &cidos carboxilicos com uma cadeia alifatica, contendo um grupo
metilico em uma extremidade e um grupo carboxilico na outra, dependendo do
comprimento de suas caudas alifaticas, os acidos graxos podem ser classificados
como acidos graxos de cadeia curta ou SCFAs (<6 C), média ou MCFAs (6-12 C) ou
longa ou LCFAs (>12 C), sendo ainda classificados em acidos graxos saturados
(SFAs) sem ligacdes duplas (tabela 1), acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) com
apenas uma ligacdo dupla (tabela2) e acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) com

pelo menos duas ligagdes duplas (tabela 3).

Tabela 1- Acidos graxos saturados fisiologicamente mais importantes.

Numero de atomos de . " .
Nomenclatura sistematica Formula

car.boncﬂ): numero de Nome (IUPAC) Quimica
ligacdes duplas
10:0 Caprico Decanoico CH3&)(8|_H|2)8_
CH3-
12:0 Laurico Dodecanoico (CH2)10—
COCH
CH3-
14:0 Miristico Tetradecanoico (CH2)12—
COOCH
CH3-
16:0 Palmitico Hexadecanoico (CH2)14—

COOH
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Numero de atomos de

. Nomenclatura sistematica Foérmula
carbono: numero de Nome L
ligagges duplas (IUPAC) Quimica
CH3-
18:0 Estearico Octadecanoico (CH2)16—
COOH
CH3-
20:0 Araquidico Eicosanoico (CH2)1s—
COOH

Tabela 2- Acidos graxos monoinsaturados mais comuns.

Numero de atomos de Nomenclatura sistematica
carbono: nUmero de Nome (IUPAC) Férmula Quimica

ligagbes duplas

CH3—(CH2)s—
16:1 Palmitoleico CIS-9-hexadecenoico CH=CH-(CH2)7—
COOH

CH3—(CH2)7—
18:1 Oleico CIS-9-octadecenoico CH=CH-(CH2)7—
COOCH

Tabela 3- Acidos graxos poliinsaturados fisiologicamente mais importantes.

Numero de atomos de Nomenclatura sistematica
carbono: niumero de Nome (IUPAC) Férmula Quimica

ligacdes duplas

CH3—(CH2):—
CH=CH-CH2-
CH=CH—(CH2)—
COOH

CH3—(CH2)—
CH=CH-CH2-
) . . 5,8,11,14- CH=CH-CH2-
20:4 (w-6) Araquidonico Eicosatetraenoico CH=CH-CH2-
CH=CH—(CH2)s—
COOCH

CH3-CH2-
CH=CH-CH2-
18:3 (w-3) a-linolénico 9,12,15-Octadecatrienoico CH=CH-CH2-
CH=CH—(CH2)7-
COOH

18:2 (w-6) Linoleico 9,12-Octadecadienoico

Os SFAs sao derivados principalmente de produtos de origem animal e lacteos, 6leos
de coco e de palma, enquanto os MUFAs e PUFAs, sdo encontrados em azeite, nozes

e em alguns peixes gordurosos. Essas variagdes estruturais levam a diferengas na

absorgao, transporte e até mesmo destino desses acidos graxos. 237
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Os SCFAs mais importantes incluem: acetato (C2:0), propionato (C3:0), butirato
(C4:0) e valerato (C5:0), e suas propriedades quimicas dependem do numero de
carbonos®, sendo eles os que possuem maior evidéncia de influéncia no metabolismo

humano e na microbiota intestinal.

Os SCFAs atuam como moléculas de sinalizagdo tanto nas células intestinais quanto
em outras células teciduais. Gragas a esses mecanismos diretos, os SCFAs podem
desempenhar papéis benéficos na saude humana, como melhoria da integridade da
barreira intestinal, regulacdo da pressao arterial, ingestdo de energia e seu uso,
modulac¢do de hormdnios intestinais, modulagdo do metabolismo da glicose e lipidios,

mediagéo do sistema imunoldgico e da resposta anti-inflamatoria. -

Os SCFAs sao produzidos no intestino, absorvidos pela circulagao entérica e seguem
para circulagdo porta, chegam ao figado e a partir dai sdo distribuidos para a
circulagéo sistémica atingindo os érgdos alvo como: musculo, pancreas e cérebro®
(imagem 1); enquanto os MCFAs sdo absorvidos do trato gastrointestinal e
transportados através da veia porta diretamente para o figado para oxidagéo rapida,
ja os LCFA sdo embalados em quilomicrons e viajam pelo sistema linfatico, permitindo
maior absorgdo pelo tecido adiposo.38

E relatado que a maioria dos acidos graxos de origem alimentar, como os MUFAs e
PUFAs, sdo muito bem absorvidos pelo trato gastrointestinal, por conta de eficientes
processos de digestdo, tendendo a ter niveis séricos relevantes e refletindo a relagao
entre ingesta e disponibilidade sistémica.3%:40

Imagem 1 — local de ac&o dos acidos graxos de cadeia curta
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Fonte: Nogal A, Valdes AM, Menni C. The role of short-chain fatty acids in the interplay between gut
microbiota and diet in cardio-metabolic health. Vol. 13, Gut Microbes. Bellwether Publishing, Ltd.;
2021. p. 1-24- adaptado.®

Os SCFAs produzidos pela microbiota intestinal sdo associados a diversas funcdes
metabdlicas como: o propionato (C3:0) que atua na regulagdo da integridade da
barreira epitelial, gerando redugcdo de cascata de inflamagdo que é ativada via
translocacgao bacteriana intestinal, a qual tem sido associada a obesidade, resisténcia
a insulina e inflamac&o crénica, além da melhora na homeostase hepatica e da

glicose. 41

O acetato(C2:0) plasmatico esta associado a melhoria da resposta a insulina em
células B pancreaticas, mediada pelo FFAR2, o que induz um melhor controle da

glicose, além de ter sido associado a supressdo da lipdlise de adipdcitos.*?

Ja o butirato (C4:0) € usado como combustivel para colondcitos. Experimentos in vitro
demonstraram que o mesmo desempenha um papel fundamental na manutencao da
funcdo de barreira intestinal, preservando a anaerobiose luminal. Em particular, o
butirato parece exercer amplas atividades anti-inflamatérias, afetando a migragéo de
células imunes, a adeséo, a expressao de citocinas, bem como afetando processos
celulares, como proliferagao, ativagao e apoptose, apresentando-se nos estudos mais

recentes como um potencial fator protetor contra o cancer de colon. 43
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Também ha relevancia cientifica em relacdo aos acidos graxos de cadeia média
(MCFA), representados principalmente pelo: caprico e laurico; e de longa (LCFA),
representados pincipalmente pelo: miristico, palmitico, estearico, palmitoleico,
linoleico, oleico, elaidico, estearico, araquidbnico e araquidico, cada um

desempenhando sua funcéo especifica no metabolismo humano.*

Os MUFAs e PUFAs tem origem dietética e n&do s&do produzidos pela microbiota
intestinal, mas sofrem acdo da mesma e atuam sobre a concentragcdo e
biodisponibilidade bacteriana, principalmente de bifidobactérias, além de serem

associados a diversas fungdes metabdlicas e efeitos cardiovasculares.?

O acido caprico (C10:0) esta presente em 6leos vegetais, como oleo de palma e 6leo
de coco, leite de mamiferos e algumas sementes. Varios estudos mostraram que ele
tem acdo variada em alvos que incluem receptores de vias de estresse
inflamatdrio/oxidativo. Com base nessas linhas de evidéncia, esse acido provou ser
eficaz na melhoria de doengas neuroldgicas, como epilepsia, disturbios afetivos e
doenga de Alzheimer, além de ser efetivo na resisténcia a insulina e ter importantes

efeitos anti-inflamatérios e antimetastaticos.*548

O acido palmitico (C16:0) € um dos importantes acidos constituintes dos triglicérides
(TG) no tecido adiposo. Considera-se que o acido palmitico esta ligado a eventos
cardiovasculares adversos e que seu consumo em grande quantidade aumenta o risco
de DCV, elevando niveis de LDL e HDL plasmaticos, assim como a resposta
inflamatdria endogena, além disso, niveis elevados de acido palmitico e
provavelmente outros SFAs foram associados a contribuigédo significativa para danos

cardiacos. 4°

O acido miristico (C14:0) esta presente em concentragdes relativamente baixas em
tecidos humanos. Apesar de estar em menor concentragdo sérica em relacdo aos
outros SFAs, ele tem atraido atengao crescente por causa de evidéncias clinicas que

sugerem sua potente acgao lipidogénica, aumentando todas as fragdes do colesterol.°

Em contraste com o acido palmitico, que se correlaciona com a hipercolesterolemia,

tem relag&o contraditoria na DCV, alguns estudos consideram que dietas enriquecidas
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em acido estearico (C18:0) resultaram em menores concentragdes plasmaticas de
LDL e HDL em jejum, ndo sabendo se sua acdo se deve a influéncia direta nos
mecanismos de produgdo ou se por influéncia na microbiota intestinal, ja outros

estudos alegam que ndo ha influéncia direta desse acido no perfil lipidico.’

O acido linoleico (C18:2) € o PUFA mais abundante na dieta humana, embora possa
ser metabolizado em Acido Araquidénico (AA), um precursor dos eicosandides,
incluindo alguns com acdo proé-inflamatéria ou protromboética-vasoconstritora, a
grande maioria dos estudos experimentais e clinicos avaliou o beneficio potencial
desse acido. No geral, dados de estudos clinicos e metanalises sugerem uma
associagao entre altas ingestdo dietética ou niveis teciduais de émega 6 PUFA, e
especificamente acido linoleico, e a melhoria do risco cardiovascular, principalmente
do perfil lipidico plasmatico, bem como controle glicémico e melhora da resisténcia a
insulina , o que faz com que o0 mesmo tenha papel importante na incidéncia reduzida
de doencas cardiovasculares, principalmente doencgas arteriais coronarianas,

sindrome metabdlica e diabetes tipo 2.5253

O acido palmitoleico (C16:1) é um dos principais MUFAs, com evidéncias de que é
um dos principais produtos da lipogénese enddgena. No corpo humano, a biossintese
do acido cis-palmitoleico prossegue principalmente no figado e, em menor grau, no
tecido adiposo, onde é posteriormente incorporado em fosfolipidios, TG e ésteres de

colesterol, mas sua influéncia no sistema cardiovascular é inconsistente. 5

Em alguns ensaios clinicos randomizados, o consumo de capsulas ou dietas ricas em
acido palmitoleico tem sido associado a concentragdes mais baixas de colesterol LDL
e TG no sangue e a uma regulagédo substancial do colesterol HDL, ja outros estudos
descobriram correlagdes entre ele e aumento de fatores de risco cardiovascular como
hipertensao; altos niveis sanguineos de colesterol total, LDL e TG. No entanto, a
maioria dos investigadores tende a acreditar que, para individuos com
dislipoproteinemias definitivas, o acido palmitoleico como suplemento nutricional pode

ser a principal intervengdo para melhorar o perfil lipidico no sangue. &%

O acido oleico (C18:1) € o MUFA mais prevalente nos alimentos humanos. Constitui
aproximadamente metade do conteudo de acidos graxos e TG no tecido adiposo.
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Pesquisas sobre acido oleico revelaram sua influéncia no sistema cardiovascular,
melhorando o perfil lipidico, resisténcia a insulina e sinalizagdo relacionada a
inflamag&o em células neuronais e musculoesqueléticas, além de diminuir o risco de
aterosclerose. No entanto, os mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos

protetores do acido oleico contra a DCV s&o pouco estudados.?%.

O acido a-linolénico (C18:3)tem provavel potencial, se elevado, de reduzir
ligeiramente o risco de mortalidade por doengas isquémicas e arritmia, e pode reduzir
ligeiramente o risco de DCV, diminuindo niveis de LDL, colesterol total e TG. °"Ha
necessidade de mais estudos prospectivos para esclarecer a ligagao entre ele e DCV,
mas alguns autores acreditam nos seus efeitos protetores moderados no sistema

cardiovascular. %8

Pesquisas epidemioldgicas indicam que os SFA, especialmente aqueles que contém
12-16 atomos de carbono, tém o maior efeito na concentragdo sanguinea de colesterol
LDL e, portanto, sdo frequentemente associados, tanto a um maior risco de DCV,
quanto a gravidade das lesdes ateroscleréticas nas artérias.

Todavia, estudos afirmam que o aumento do consumo de PUFA é o método mais
eficiente para a normalizagao do valor lipidico no sangue, sendo ainda controverso,
haja vista que meta-analises da Cocrhane trazem, por meio de evidéncias de
qualidade moderada, que os PUFAs reduzem o risco de eventos cardiovasculares, ja
outras meta-analises afirmam que ha pouco ou nenhum efeito do seu uso na saude

cardiovascular em prevengéo primaria ou secundaria.®’-5%:60

4.4 Impacto da microbiota sobre a concentragao de acidos graxos

Para a produgao de SCFAs, é importante que a microbiota intestinal funcione como
uma comunidade, mas também que a microbiota intestinal tenha associagbes

simbidticas com o] hospedeiro."

Embora, muito se saiba sobre a bioquimica da conversao de carboidratos em SCFAs
pelas bactérias que compdem a comunidade microbiana, ha uma escassez de dados
sobre as taxas de producdo de SCFAs e outros tipos de acidos graxos pela
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comunidade microbiana intestinal como um todo. Isso se deve em grande parte a

incapacidade de estudar o intestino grosso dos humanos.'

A microbiota intestinal é afetada pela dieta, como em um estudo com camundongos
em que uma dieta rica em gorduras gerou alteragées no padrao da microbiota levando
a uma redugao dramatica na diversidade microbiana, consequentemente afetando a

producao de acidos graxos e o peso dos animais. °'

Em estudos em humanos, foi comprovado que uma dieta rica em fibras gera
alteragdes na composicao e diversidade da microbiota intestinal, além de acarretar a
mudanga quantitativa e de composigao dos acidos graxos fecais, levando a alteragbes
como aumento de adiposidade, aumento da fome, desaceleragdo do metabolismo

energético e até mesmo alteragdes imunoldgicas. 6263

A origem dos SFAs é intestinal, sendo produzidos pela microbiota colénica e
absorvidos pela circulagao entérica, ja os PUFAs e MUFAs sao de origem alimentar,
mas alguns microrganismos intestinais, como bifidobactérias, afetam diretamente na
sua disponibilidade modulando seu metabolismo e absorgéo a nivel entérico. 56465
Ha estudos sobre as bactérias intestinais dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
reagirem com ligagdes duplas de acidos graxos para produzirem metabdlitos que nao
podem ser sintetizados por hospedeiros, como por exemplo, o processamento
bacteriano do acido linoleico conjugado.®®

Contudo, atualmente ndo existem muitos estudos que correlacionam a concentragao
de acidos graxos séricos com a composigao da microbiota pois as associagdes com
a via funcional da microbiota intestinal, a ingestao dietética, os SCFAs séricos e fecais,

disponibilidade MUFA e PUFA permanecem incertas. 466
5 METODOS

5.1 Desenho do estudo

Estudo transversal, analitico observacional.

5.2 Populagao acessivel
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Criangas e adolescentes matriculados nos diversos niveis educacionais em escolas
municipais em zona rural e urbana de quatro municipios do Sertdo da Bahia: Serrinha,
Biritinga, Barrocas e Teofilandia que integram projeto maior intitulado “AVALIACAO
DE UM PROJETO DE INTERVENCAO NA MERENDA ESCOLAR SOBRE A SAUDE
DE CRIANCAS E ADOLESCENTES NO SERTAO DA BAHIA”, com dados coletados
em 2018-2019.

5.3 Critérios de inclusao

Escolares com diferentes classificagbes antropométricas, regularmente matriculados
em diversos niveis educacionais em escolas municipais de ensino dos quatro
municipios do Sertdo da Bahia: Serrinha, Biritinga, Barrocas e Teofilandia, com idade
entre 5 e 19 anos, sem diagnostico prévio de doengas que possam interferir em seu
estado nutricional (diabetes, doencga celiaca, entre outros).

5.4 Critérios de exclusao

Participantes que recusaram participar da pesquisa (ndo assinatura do TCLE e/ou
assentimento) e escolares que tenham utilizado antibidticos nos 30 dias que
antecederem a coleta do material fecal, foram excluidos do estudo.

5.5 Variaveis

As variaveis do estudo que foram analisadas sdo: demograficas- idade (5-19 anos),
sexo (feminino e masculino) e procedéncia (rural, urbana e municipio), clinicas- IMC
e estado nutricional e laboratoriais- acidos graxos séricos e concentragao fecal de
Bifidobacterium spp..

5.6 Coleta de dados

A coleta de dados dos participantes foi realizada por meio de entrevista, exame clinico
e exames laboratoriais. Para realizacdo desta etapa, cada escola envolvida no estudo
fez a reserva de pelo menos duas salas, no intuito de garantir a privacidade dos
integrantes durante a coleta, sendo uma sala reservada para a entrevista e para
exame clinico, sendo respondidos os topicos do Anexo A, e, outra para os exames
laboratoriais.
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Medida do peso

A aferigao do peso dos participantes foi feita em quilogramas por meio de uma balanga
portatil, microeletrénica, marca Welmy, modelo W 200 M, com capacidade para 136
kg e variagéo de peso de 100g. Este instrumento é credenciado pelo Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e foi regularmente
calibrado pela assisténcia técnica. Para essa afericdo, as criangcas e adolescentes
foram posicionadas de modo ereto, no centro da balanca, com o peso distribuido

igualmente em ambos os pés, descalgos e com os uniformes escolares.
Medida da estatura

A estatura dessas criancas e adolescentes foi aferida por meio de um estadidmetro
da marca Altura Exata, com graduagao de 10 em 10 centimetros, com limite de 2,13
m. Para isso, os estudantes foram posicionados de forma ereta, com pés unidos e

descalgos.

Classificagao do estado nutricional

Para classificar o estado nutricional das criancas e adolescentes foi utilizado o IMC
(indice de massa corporal), calculado a partir da formula de Quetelet (peso em
kg/altura? em metros), de forma que foi necessario aferir inicialmente o peso e estatura

dos participantes.

Apos o calculo do IMC, os individuos foram divididos em cinco grupos, sendo que essa
divisao foi baseada na analise de escore Z (IMC — Idade) das curvas de crescimento
infantil da OMS. As cinco categorias utilizadas serdo: magreza extrema (escore Z < -
3), magreza (-3 < escore Z < -2), eutrofia (-2 < escore Z < +1), sobrepeso (+1 < escore
Z < +2), obesidade (+2 < escore Z < +3) e obesidade grave (+3 < < escore Z). Os

dados foram analisados por meio de software WHO Antrho plus (verséo 3.2.2).
Concentragao fecal de Bifidobacterium spp.

Para classificar a concentracdo fecal de bifidobactérias, os individuos foram
separados em 2 grupos, alta/moderada concentrag&o, que sdo 0s grupos com maiores
concentracdes de BIF e baixa concentragéo, por meio do calculo de percentis, no qual
foram consideradas altas/moderadas concentragbes de bifidobactérias valores de
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concentragcdo > ao percentil 25 (123,44 - 2812,64) e baixa concentragdo de

bifidobactérias valores < ao percentil 25 (114,38).

5.7 Determinacao dos acidos graxos

A extracao de lipidios do plasma e consequente producdo de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME) foram realizados de acordo com o método descrito por

Ostermann et al. e Santos et al. com modificagdes. 6768

Uma amostra de 200uL de plasma humano foi colocada em um tubo de eppendorf
(1,5mL), foi adicionado 7ul de solugéo de controle interno a 1mM (acido azelaico),
acrescentado 300uL de metanol (MEOH), seguido de homogeneizagao por vortex por
30 segundos. Apos isto, adicionou-se 600uL de éter metil-terc-butilico (MTBE), sendo
homogeneizado por vortex por 30 segundos para, finalmente, acrescentar uma
solucdo unica contendo 300uL de acetato de aménio a 0,15mM e 36 pL de Acido

Acético a 250mM com homogeneizagéo por vortex por 30 segundos.

A amostra foi centrifugada a 3500g por 5 minutos, sendo coletada a fase orgénica e
colocada em um novo tubo de eppendorf, previamente pesado. Foi adicionado mais
300uL de MTBE no volume restante (fase aquosa), com intuito de realizar uma
segunda extracdo e coletar a maior quantidade possivel de lipidios, seguido de
homogeneizagao por vortex por 05 segundos e centrifugada a 3500g por 5 minutos.

A fase organica foi novamente coletada, combinando- a com a primeira coleta. Apos
secagem do solvente organico em capela de exaustdo, os tubos foram novamente

pesados para aferir a massa de lipideos extraidos.

As amostras de lipidios extraidas do plasma humano foram derivatizadas, baseando
— se no método descrito por Santos et al..?8, visando a foragdo de FAMEs. Uma
solugdo de 240uL de reagente de saponificacdo (0,5M de NaOH em metanol) foi
adicionada para ressuspensao do extrato lipidico, por meio da homogeneizagao por
vortex durante 30 segundos. As amostras foram colocadas em uma cuba ultrassénica

por 5 minutos a 42Khz e 160W para garantir total homogeneizag&o do extrato lipidico.
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Ao retirar as amostras da cuba ultrassénica foi adicionado, 300uL por amostra, uma
solugao de derivatizagao (9,52mg de Cloreto de Amoénio, 14,1uL de H.SO4 e de
285,72uL de metanol). Os tubos Eppendorf foram retornados a cuba ultrassénica por
10 minutos, e, posteriormente, foi adicionado a cada tubo 240uL de uma solugéo
saturada de NaCl (86,4mg de Nacl, 240uL de H20), seguida por homogeneizagao por
vortex por 30 segundos. Para a extragdo dos FAMEs foi adicionado 250ul de Hexano
em cada tubo e homogeneizado por vortex por 30 segundos. Os tubos foram levados
ao freezer por 24 horas a -20°C. As amostras foram preparadas para a corrida no
cromatografo: tais amostras foram descongeladas e centrifugadas por 30seg a 3500g

e entéo, foi coletado o extrato organico superior e colocado em um insert de vidro.

A cromatografia gasosa foi realizada em uma coluna capilar J&W VF-5MS (60m x
0,25mm x 0,25um) utilizando, um cromatografo Focus GC (Thermo Scientific, série
numero 10902047) equipado com um detector por ionizagdo de chamas (Flame
lonizing Detector - FID). A separagao cromatografica utilizou o seguinte gradiente de
temperatura: 170°C-210°C utilizando rampa de 10°C por minuto; 210-260°C utilizando
rampa de 3°C por minuto (0 método tem duracgéo total de ~36 min). O gas hélio foi
utilizado como carreador em fluxo constante de 1,5ml/minuto. O “Inlet” (cdmara de
injec&o) foi mantido a 300°C e 2uL das amostras foram injetados manualmente, em
modo “split” com razdo de 1:10. O detector por ionizagdo de chamas foi mantido a
300°C com fluxo de gases (hidrogénio, ar sintético, nitrogénio) padrao do aparelho.

Os cromatogramas foram obtidos pelo software ChromaQuest 5. Os picos dos acidos
graxos foram identificados através da comparagcdo com os tempos de retengao de
padrdes previamente reconhecidos [F.A.M.E. Mix C8-c24 (SIGMA-ALDRICH); Fatty
Acids Unsaturated Kit (SIGMA-ALDRICH)]. As areas correspondentes dos picos
identificados individualmente foram normalizadas em relacdo a area do controle

interno, acido azelaico C7:0.

5.8 Analise da microbiota

As amostras de fezes foram coletadas em duplicata pelos participantes e ou
responsaveis legais, sendo acondicionadas em recipientes estéreis fornecidos pela
equipe de pesquisa, para analise da microbiota fecal. O material foi entregue para a
equipe de pesquisa e transportado a 4° C até laboratorios privados de apoio local,
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onde foi feita a extracdo de uma aliquota que, posteriormente, foi transportada em
gelo seco até o Laboratério de Patologia Experimental (LAPEX), no Instituto Gongalo
Moniz (IGM) - Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), na cidade de Salvador, para ser
armazenado a -20° C até o momento da analise. O restante do material fecal foi

encaminhado para analise parasitolégica em um laboratério privado em Salvador.

A extracdo do DNA bacteriano das fezes foi feita com o kit QlAamp PowerFecal DNA
Kit® (QIAGEN, Canada), de acordo com as especificagbes do fabricante. Foi feita
quantificacdo e analise da pureza do DNA extraido, utilizando o equipamento de

espectrofotometria NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

A quantificagdo da microbiota de interesse foi feita pelo método Reagcdo em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), usando o equipamento Real-time PCR
7500® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). Para quantificacdo das bactérias
totais - Total Bacteria (TB) foram usados os iniciadores Primer Forward
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG e Primer Reverse ATTACCGCGGCTGCTGG, e para
analise de Bifidobacterium spp. (BIF) foram usados os iniciadores Primer Forward
GCGTGCTTAACACATGCAAGTC e Primer Reverse CACCCTTTCCAGGAGCTATT
(Ludwig Biotecnologia®).

As analises foram feitas usando 1 yL da amostra de DNA extraido, 5 yL de Sybr Green
Master Mix® (Applied Biosystems, Estados Unidos), 0,1 uL de Primer Forward, 0,1 pL
de Primer Reverse e 3,8 pyL de agua ultrapura, somando na reagéo final 10 yL em
cada pogo da placa. O processo foi feito tanto para quantificagdo do gene de
referéncia (TB) quanto para quantificacdo de Bifidobactérias (BIF). A programacao de
amplificacdo executada no equipamento foi: 50° C por 2 minutos, 95° C por 10
minutos, seguido por 40 ciclos a 950 C por 1 segundo e a 600 C por 1 minuto,
adicionando a Melt Curve Stage (95° C por 15 segundos, 600 C por 1 minuto, 95° C
por 30 segundos, 60° C por 15 segundos).

O software acoplado ao equipamento fornece o resultado da amplificacdo do DNA
alvo na forma de um valor de ciclo de limiar - Threshold Cycle (Ct). Dele foi extraido
um valor de delta Ct (ACt), resultado da subtracdo do Ct do gene alvo (BIF) do Ct do
gene de referéncia (TB), conforme demonstrado na equagéo 1. Os resultados da
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quantificacdo foram apresentados em Unidades de Expressao Relativa - Relative
Expression Units (REU), dividindo 10.000 por 2 elevado a delta Ct, de acordo com o
modelo de Albesiano e colaboradores®®, conforme demonstrado na equacgéo 2. Esses
resultados expressam uma estimativa da abundancia do género bacteriano de
interesse em relagcao ao total de bactérias da amostra.

Equacéo 1:

ACt = Ct do gene alvo (BIF) - Ct do gene de referéncia (TB)

Equacao 2:

REU = 10.000 2 ACt

5.9 Aspectos éticos

Este estudo é um subprojeto do projeto guarda-chuva intitulado “AVALIACAO DE UM
PROJETO DE INTERVENCAO NA MERENDA ESCOLAR SOBRE A SAUDE DE
CRIANCAS E ADOLESCENTES NO SERTAO DA BAHIA” ja tendo sido submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo Bahiana para
Desenvolvimento das Ciéncias (CAAE: 35038914.3.0000.5544), Anexo B, e, os
pesquisadores envolvidos se comprometeram a seguir as recomendacdes todas as

determinagdes das Resolugdes 466/12 e 510/16 do Ministério da Saude.

Por se tratar de uma pesquisa envolvendo criangas e adolescentes, todos
participantes assinaram o Termo de assentimento livre e esclarecido (TALE) e os

responsaveis o Termo de consentimento livre esclarecido (TCLE).

Os riscos envolvendo este estudo s&do minimos, mas cabe pontuar que podem ter sido
gerados incObmodos nas criangas e adolescentes durante a fase de entrevista, exame
clinico e coleta de amostra biolégica. Além disso, ha também um pequeno risco de
vazamento de dados pessoais dos participantes.

Para garantir o maximo de protegdo dos integrantes do estudo, durante a fase da
coleta de dados os pesquisadores se comprometeram a prestar e/ou disponibilizar
assisténcia aos participantes em casos de diagnostico de patologias ou desconfortos
relacionados a contribuigdo para o estudo.

6 AMOSTRA
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6.1 Tipo
Amostra de conveniéncia
6.2 Fonte dos dados

A analise da microbiota foi feita a partir de uma base de dados secundaria, ja coletada
previamente por outros pesquisadores para um estudo maior de titulo “Avaliacdo de
um projeto de intervengcdo na merenda escolar sobre a saude de criangas e
adolescentes no Sertdo da Bahia” e a analise dos acidos graxos foi oriunda de coleta

primaria desta pesquisa vigente.

6.3 Calculo amostral

O estudo guarda-chuva “Avaliacdo de um projeto de intervengdo na merenda escolar
sobre a saude de criangas e adolescentes no Sertdo da Bahia”, do qual este projeto
deriva, considerou um o numero de 35.000 alunos nos quatro municipios estudados e
uma frequéncia de obesidade/sobrepeso de aproximadamente 20% em escolares. Foi
realizado um calculo amostral, através da estatistica Z com auxilio da calculadora
eletrénica “Win Pepi”. Para um intervalo de confianca de 95%, estabeleceu-se um n

de 1500 participantes para avaliacdo antropométrica.

Dentre o total de participantes, foi randomizada uma sub-amostra de 350 participantes
submetidos também a avaliacdo Ilaboratorial. As escolas estudadas foram

randomizadas, respeitando igual proporgéo entre alunos da zona rural e urbana.

Para realizacido desta pesquisa, foi trabalhado apenas com a sub-amostra submetida
a avaliagdo laboratorial, que inicialmente era composta por 350 participantes. No
entanto, durante o processamento das amostras laboratoriais houve perda de
amostras por hemolise e outras dificuldades técnicas para coleta de fezes. De forma
que 124 amostras foram recebidas, dessas 124 amostras foram selecionadas 100,
todavia, por intercorréncias laboratoriais e logisticas esta pesquisa foi realizada com

59 participantes.

7 PLANO DE ANALISE ESTATISTICA
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Com os dados coletados foi construido um banco de dados no programa REDCap e
analise de dados foi feita no programa IBM SPSS Statistics 26.0. Inicialmente foi
analisada se a distribuigcdo das variaveis numéricas em simétrica através dos testes
Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-wilk e D'Agostino-Pearson. Apos esta analise, foram
aplicados os testes estatisticos, os quais foram escolhidos de acordo com a variavel

dependente e o numero de grupos analisados.

As variaveis numéricas com distribuicdo normal foram apresentadas por meio de
meédia e desvio padrdo, as variaveis com distribuicdo anormal foram representadas
por meio de mediana e intervalo interquartil, ja as variaveis categoéricas foram

apresentadas por meio de numero absoluto e frequéncia.

A analise das variaveis em dois grupos, nao pareadas com distribuicdo n&o normal foi
feita utilizando o teste de Mann-Whitney, ja para as ndo pareadas com distribuigdo
normal foi feita utilizando o teste T Student ndo pareado.

8 RESULTADOS

A amostra do estudo foi composta por 59 escolares do Sertdo baiano, sendo a
mediana das idades de 9 (7,00-10,00). Houve discreta predominéncia do sexo
feminino, totalizando 30 meninas (50,8%). Ao todo, 34 criangas e adolescentes viviam
na zona urbana e 25 na zona rural, sendo Serrinha o municipio com maior

expressividade na amostra totalizando 32 pacientes (54,2%).

A mediana do IMC dos escolares da amostra foi de 17,0 (1QQ/15,15 - 20,5). O estado
nutricional dos participantes da pesquisa foi determinado com base no escore Z (IMC
— ldade), sendo que do total das criangas e adolescentes foram classificados: 2 com
magreza, 33 com eutrofia, 11 com sobrepeso, 7 com obesidade e 6 com obesidade
grave. (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracteristicas sociodemograficas e antropométricas de 59 escolares do
Sertdo da Bahia.

Variaveis n=59

Aspectos sociodemograficas Médiana (1QQ)




Idade (anos)
Sexo
Masculino
Feminino

Zona

Rural

Urbana
Municipio
Serrinha
Teofilandia
Barrocas
Biritinga
Antropometria
IMC (kg/m?)
Estado nutricional
Magreza
Eutrofia
Sobrepeso
Obesidade

Obesidade grave

9,00 (7,00-10,00)
n (%)
29 (49,2)

30 (50,8)

25 (42,4)

34 (57,6)

32 (54,2)
7 (11,9)
11 (18,6)
9 (15,4)
Mediana (IlQ)
17 (15,15 — 20,5)
n (%)
2 (3,4)
33 (55,9)
11 (18,6)
7 (11,9)

6(10,2)

29

Estado Nutricional: Magreza extrema: escore Z (IMC — Idade) < -3; Magreza: -3 < escore Z (IMC —
Idade) < -2; Eutrofia: -2 < escore Z (IMC — Idade) < +1; Sobrepeso: +1 < escore Z (IMC — Idade) < +2;

Obesidade: +2 < escore Z (IMC — Idade) < +3; Obesidade grave: +3 < escore Z (IMC — Idade).

A microbiota foi representada em Unidades de Expressao Relativa (REU). A mediana
das concentragdes de microbiota foi de 1088,18 (114,38 — 2812,64). Um total de 44
pacientes (74,6%) possui concentragdo de bifidobactérias alta e moderada e 15

pacientes baixa concentragédo de bifidobactérias. (tabela 5).

Tabela 5 — Concentracao de microbiota de bifidobactérias.
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Variaveis n=100
Concentracao da microbiota Mediana (11Q)
Bifidobacterium spp. (REU) 1088,18 (114,38 — 2812,64)
Classificagao da concentragao da microbiota n %

Baixa concentracao 15 (25,4)
Alta/moderada concentragao de bifidobactérias 44 (74,6,)

REU: Unidade relativa de expressdo; foram consideradas altas/moderadas concentragdes de
bifidobactérias valores de concentragéo > ao percentil 25 (123,44 - 2812,64) e baixa concentragao de
bifidobactérias valores < ao percentil 25 (114,38).

Os acidos graxos identificados nas amostras foram: caprico(C8:0), laurico(C12:0),
miristico (C14:0), palmitoleico (C16:1), palmitico (C16:0), linoleico (C18:2),
linolénico+oleico (C18:3 + C18:1), elaidico (C18:1), estearico (C18:0), araquiddnico
(C20:4) e araquidico (C20:0), sendo representados em area referentes aos picos do
cromatograma. Foram identificados valores de p estatisticamente relevantes (P<0,05),
entre os grupos alta/moderada concentragéo de BIF e baixa concentragao de BIF, nos
acidos graxos: palmitoleico (p 0,02), linoleico (p 0,01) e linolénico + oleico (p 0,033);

Apesar de valores de p n&o significativos em relagdo aos acidos caprico e estearico,
€ observada tendéncia a maiores concentragdes destes em pacientes do grupo baixa
concentracdo de microbiota, assim como o contrario ocorre no acido palmitico, o qual
apresenta maiores concentragbes de acidos graxos no grupo alta/moderada
concentracéo de BIF (Grafico 1).
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Grafico 1 - Relagdo acidos graxos e  microbiota de  BIF
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Legenda: Area dos picos dos &cidos graxos e microbiota de BIF. As barras representam a média + desvio padrdo

9 DISCUSSAO

O presente estudo conta com um total de 59 escolares do sertdo baiano matriculados
nos mais diversos niveis educacionais e sem diagnostico prévio de doengas que
possam interferir no seu estado nutricional ou em suas coletas de material a ser
pesquisado. Sendo a mediana das idades de 9 (7,00-10,00), a maioria dos
participantes do sexo feminino, totalizando 30, com maior expressividade da zona
urbana (34) e Serrinha sendo 0 municipio com maior quantidade de pacientes (32).

A microbiota tem sido cada vez mais estudada, principalmente sua relagdo com a
saude do hospedeiro, sua forte contribuicho com os niveis de acidos graxos
plasmaticos ja foi relatada, mas ainda ha uma lacuna na literatura cientifica em relagao
a estudos que analisem a influéncia da microbiota de BIF e o perfil sérico de acidos
graxos, pois grande parte dos estudos é associado a ingestdo de FAs e ndo s&o

contabilizados seus niveis séricos.48.70.71
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Em nosso estudo, foi encontrada associagao entre a microbiota de bifidobactérias e
os acidos graxos: palmitoleico (C16:1), linoleico (C18:2) e linolénico+oleico (C18:3 +
C18:1), entre os grupos alta/moderada concentragédo de BIF e baixa concentracéo de
BIF, nessas criangas do Sertdo baiano.

Foi demonstrando que ha uma influéncia do POA na microbiota de BIF e vice-versa,
afinal, maiores valores de concentracdo de BIF foram associados a maiores picos
cromatograficos de POA, ou seja, maior concentracdo deste acido. A associagéo
encontrada entre o acido palmitoleico (POA) e a microbiota de bifidobactérias ja foi
relatada. Um estudo relatou maiores proporgdes de acido palmitoleico, oleico e outros
MUFAs em tecidos de galinhas suplementadas com Bifidobacterium bifidum,
entretanto nesse trabalho os resultados encontrados foram com suplementacao de
BIF associada a mananoligossacarideo (MOS), o que pode ser um fator confundidor

de sua analise.”

Além desse estudo, outros trazem que a ingesta de alimentos ricos em de POA
aumenta crescimento e abundéncia de bactérias do género Ackermansia na
microbiota intestinal.”® Refor¢cando a relagéo bidirecional entre a presencga do acido e

a microbiota.

O acido palmitoleico ainda tem resultados inconsistentes em relagdo a seu efeito
metabdlico, alguns estudos trazem que ele tem potencial de controlar niveis de
colesterol e triglicérides, ja outros, trazem que sua abundéncia esta relacionada a
aumento de risco cardiovascular, com elevacao de colesterol total e fracbes. Contudo,
a maioria dos investigadores acredita no seu potencial benéfico, considerando-o como
uma das principais intervengdes para melhora de perfil lipidico sérico.®54%Por sua
intima relagdo com as bifidobactérias, a microbiota se torna também alvo de
intervengdes, a partir do momento em que o aumento da concentragdo de BIF fecal
leva a elevagéo desse acido no sangue.

Segundo alguns estudos, as bifidobctérias s&o as principais produtoras de acido
linoleico conjugado, um grupo de isébmeros posicionais e geométricos do acido
linoleico.527475 Sendo ele o PUFA mais importante na dieta humana e com alto
beneficio potencial de redugéo de risco cardiovascular, sendo um bom regulador da
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lipidogénese e dos niveis glicémicos, reduzindo eventos cardiovasculares e doengas

metabolicas. 5253

A associagao com linolénico foi relatada em neonatos, estudo no qual que foram
selecionadas cepas fecais de BIF e testadas suas capacidades de conversao de acido
linolénico em linolénico conjugado (CNLA), demonstrando que essas bactérias tém
alta capacidade de transformacido desse acido e posterior produgcdo de CNLA,

fazendo com que suas concentragdes aumentem no meio.”®

Sendo atualmente Bifidobacterium o género mais promissor para produc¢ao in situ de
CNLA, seus altos niveis estdo associados a niveis maiores de CNLA e
consequentemente altos niveis de linolénico, que € o substrato para sua
producéo/conversdo.’#"® Sendo ele um acido, que em niveis elevados, tem provavel
potencial de reduzir eventos cardiovasculares, diminuindo niveis de colesterol total e

fragGes, acreditando ter efeitos protetores moderados no sistema cardiovascular. %758

Além disso, o acido linolénico, assim como o linoleico e o araquiddnico, fazem parte
da familia dos PUFAs e ja foi relatado em literatura que o aumento desses esta
associado a maior concentragao de bifidobactérias na microbiota intestinal e vice-

versa. 39.76

O acido oleico é o MUFA mais prevalente na dieta humana, importante constituinte do
conteudo lipidico corporal (acidos graxos e tecido adiposo) e grande influenciador no
sistema cardiovascular, com efeito de melhora no perfil lipidico e metabdlico,
diminuindo aterosclerose, risco cardiovascular e controlando glicemia por meio da

diminuigdo da resisténcia a insulina.8%

Em relagcdo a relacdo acido oleico/microbiota, os achados em literatura séo
controversos, ja tendo sido associado a maiores niveis de BIF no estudo em que
houve reposicdo do género em galinhas, assim como quando feita a suplementagao
via oral de acido oleico, por meio do 6leo de amendoim, foi observado aumento
significativo de quantidade e diversidade das bifidobactérias, mas esse acido também
foi associado a dificuldade de crescimento de cepas de Bifidobacterium quando
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adicionado ao meio de cultura em comparagdo com o meio controle que nao possuia

sua adig&o.”%77.78

E importante pontuar que, no nosso trabalho, o método utilizado na cromatografia ndo
permitiu a separagao dos picos referentes aos acidos linolénico e oleico por possuirem
pontos de ebuligdo muito proximos, sendo representados de forma conjunta, isso pode
fazer com que haja viés de confusdo quando analisamos a relagdo de ambos isolados.
Contudo, vale ressaltar que ambos os acidos graxos apresentam um perfil favoravel,
ao passo que sdo importantes reguladores do metabolismo lipidico e reduzem risco

cardiovascular.

Ainda que esse estudo ndo tenha encontrado significancia estatistica relacionada ao
acido estearico e a concentracao de BIF, foi observado um padrao de pacientes com
maior concentracdo de BIF possuem menores picos cromatograficos de acido
estearico, se relacionando com achados na literatura, como relatado em um estudo
feito em animais, no qual menores concentragdes de acido estearico foram

associadas a suplementacédo com bifidobactérias. 72

Apesar do achado, o acido estearico € relatado como um redutor de LDL e HDL
plasmaticos, em contrapartida alguns estudos afirmam sua neutralidade quanto a sua
influéncia no perfil lipidico.”®

Em relacdo ao acido caprico, também nao foram encontrados valores de p
significantes, contudo maiores picos cromatograficos desse acido foram associados a
menores concentragdes de BIF, o que se correlaciona com a literatura que traz a
ocorréncia de crescimento dificultado de cepas isoladas de BIF quando adicionado
acido caprico ao meio.”® Tendo sua relagéo bidirecional reforgada por um estudo em
infantis que associou o leite materno com niveis elevados de acido caprico a aumento
da atividade de alguns géneros bacterianos produtores de SCFAs como: Bacteroides,
Enterobacteriaceae, Veillonella, Streptococcus e Clostridium.8°

O acido caprico em niveis elevados esta associado a melhor perfil glicidico, controle
da resisténcia a insulina, melhora de fung&o neurolégica, resposta anti-inflamatoria e

antimetastatica, trazendo diversos beneficios ao funcionamento metabdlico. 454648
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Em nosso estudo, foi avaliado que pacientes com concentragcdes de bifidobactérias
aumentadas estdo associadas a maiores quantidades de acido palmitico, achado
discordante com a literatura que traz que uma suplementagdo com bifidobactérias

resulta uma menor concentragéo de acido palmitico no tecido animal.”

Sendo o acido palmitico ligado a eventos cardiovasculares adversos e seu consumo
aumentado levando a aumento do RCV, elevagédo de LDL e HDL plasmaticos, além
de ser associado a contribuigdo para danos cardiacos.*%%

A microbiota de BIF tem o poder de alterar quantidades e disponibilidade sérica dos
mais diversos acidos graxos, sendo muitos deles cardioprotetores, reduzindo niveis
de LDL, HDL, CT, TG e eventos isquémicos coronarianos, além de seu efeito na
sindrome metabdlica, reduzindo a resisténcia a insulina e diminuindo chance de
ocorréncia de DM2, sem falar em seus efeitos intestinais, diminuindo eventos

inflamatorios sistémicos e locais, como a colite.3®

Portanto, tanto dietas enriquecidas com os FAs, quanto a suplementagdo desses
acidos ou de BIF via oral traz efeitos positivos para saude, isso faz com que sua
aplicabilidade clinica seja diversa, desde uma mudanga alimentar a medidas
medicamentosas, propiciando reducdo de DCV e modulagdo do metabolismo.

Importante destacar que o numero amostral pode ter limitado algumas associagoes,
contudo n3o invalida os nossos resultados, uma vez que associacdes encontradas se
ancoram em significancia estatistica inquestionavel, bem como em estudos com
resultados semelhantes, fortalecendo assim todo racional biolégico proposto para este
trabalho.

Por ser observacional, pode sofrer influéncia de fatores confundidores, situacao
inerente deste desenho de estudo.

A nosso conhecimento, esse € um dos primeiros estudos que demonstra a relagao
entre o perfil de acidos graxos séricos de cadeia média e longa e a concentragéo fecal
de BIF, podemos afirmar que foi encontrado um maior perfil de acidos graxos n&o
aterogénicos associados a maiores niveis de concentracdo de BIF, como o que
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ocorreu nos acidos palmitoleico, linoleico e linolénico + oleico, sendo um importante
achado que pode dar suporte a outros estudos no sentido de comprovar os beneficios

clinicos dessa relagao.

10 CONCLUSAO

Os dados deste estudo evidenciam a correlacido entre a microbiota de bifidobactérias
e o perfil de acidos graxos plasmaticos, como o linoleico, palmitoleico e linolénico +
oleico, o que reforga a hipotese de que ha intrinseca influéncia bidirecional entre essas

duas variaveis.

Isso traz deveras relevéancia clinica, tornando a microbiota e os acidos graxos alvos
terapéuticos, por conta de suas interferéncias nos mais diversos sistemas,
principalmente quando falamos dos seus efeitos cardiovasculares e metabdlicos,
tornando-os importantes objetos de estudo por suas repercussdes sistémicas na
saude humana. Portanto, esse estudo fomenta a elaboracido de mais pesquisas,
principalmente no ambito clinico, capazes de elucidar os efeitos dessa relagdo entre
0s acidos graxos e a microbiota de bifidobactérias no perfil metabdlico, cardiovascular

e neuroldgico desses pacientes.
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12 ANEXOS

12.1 Anexo A - Ficha de avaliagao clinica padrao
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DADOS DE IDENTIFICAGAO

CODIGO: RESPONSAVEL: DATA ATENDIMENTO:
SEXO: DATA DE NASCIMENTO: IDADE: MUNICIPO: TELEFONE CONTATO:
ESCOLARIDADE: ESCOLA: ZONAR URBANA/RURAL:

DADOS CLINICOS E FAMILIARES

1—Tipo de parto: ( ) Normal ( ) Cesariana
2 — Aleitamento materno: () Presente () Ausente

3 — Tempo de aleitamento materno exclusivo: () <6 meses ( )> 6 meses

4 — Introdugéo de leite de vaca na alimentagdo complementar: () <6 meses ( )> 6 meses
5 — Uso de antibioticos antes dos 5 primeiros anos de vida: () Sim ( ) Nao
6 — Historia familiar de obesidade: () Sim () Ndo Quem?
7 — Historia familiar de hipertenséo: () Sim () N&o Quem?
8 — Uso de medicamenteos: ( )Sim ( )N&o Tempo?
9 — Apresentagéo de sintomas clinicos: () Sim ( ) Néao
DADOS ANTROPOMETRICOS

INDICADOR DATA: / / DATA: /

DATA: / /

Estatura (cm)

Peso (Kg)

Circunferéncia da cintura (cm)

TA (mmHg)

TA (mmHg)

TA (mmHg)
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12.2 Anexo B — Parecer consubstanciado do CEP

ESCOLA BAHIANA DE
MEDICINA E SAUDE PUBLICA - 4§ 2giovqfforma
FBDC -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DE UM PROJETO DE INTERVENGAO NA MERENDA ESCOLAR
SOBRE A SAUDE DE CRIANCAS E ADOLESCENTES NO SERTAO DA BAHIA

Pesquisador: ANA MARICE TEXEIRA LADEIA

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 91282318.3.0000.5544

Instituicdo Proponente: Fundagdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias

Patrocinador Principal: MUNICIPIO DE SERRINHA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.962.623

Apresentacao do Projeto:

Pesquisa sera realizada com criangas e adolescentes matriculados nos diversos niveis educacionais em
escolas municipais em quatro municipios do Sertdo da Bahia. Serdo investigados 1500 participantes para
avaliacdo antropométrica e 350 para avaliagdo laboratorial, devendo ser randomizadas escolas a serem
estudadas, respeitando igual propor¢do entre alunos da zona rural e urbana, com objetivo de avaliar o
impacto da redugao de consumo de derivados animais e aumento de frutas, verduras, grdos integrais e
leguminosas na Merenda Escolar nesses quatro municipios.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o impacto da redugdo de consumo de derivados animais e aumento de frutas, verduras, graos
integrais e leguminosas na Merenda Escolar de quatro municipios do Sertdo da Bahia sobre a saude dos
estudantes, avaliando-os antropometricamente, clinicamente e laboratorialmente.

Objetivo Secundario:

a) Realizar diagnostico nutricional desta populagéo (desnutricdo ou sobrepeso/obesidade);

b) Conhecer héabitos alimentares da populagédo estudada e avaliar mudancas ao longo da intervencéo
proposta pelo MP sobre estes habitos na populagdo estudada;
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c) Avaliar impacto da intervengao sobre niveis séricos de micronutrientes tais como ferro, vitamina B12 e
vitamina D, alem de perfil lipidico;

d) Quantificar o consumo médio dos macronutrientes e sua relagdo com distdrbios nutricionais;

e) Avaliar impacto da intervencado sobre perfil de &cidos graxos séricos no inicio e ao término do tempo do
estudo;

f) Avaliar frequéncia de hipertenséo arterial na populacao estudada e sua relagdo com diagnostico
nutricional e habitos alimentares;

g) Determinar a microbiota intestinal dos participantes antes e ap6s a intervencéo, correlacionando com
dados antropométricos e histérico alimentar e de parto

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

minimos, relacionados as coletas de sangue e desconforto causado pela avaliagéo clinica e entrevista.
Existe um desconforto e risco minimos ao se submeter a coleta do sangue. Para evita-los, a coleta sera
realizada por profissional treinado e supervisionada pelos pesquisadores. Os participantes serdo orientados
sobre possibilidade de hematomas. Os pesquisadores se comprometem a prestar assisténcia em caso de
mal estar durante a coleta ou infeccdo no local da coleta. A coleta sera também acompanhada por Dra.
Renata Lago (médica pesquisadora) que orientara como evitar hematomas e infecgées. Caso acontecam
problemas mais graves, os pesquisadores irdo acompanhar o participante a Unidade de Pronto Atendimento
para que possam receber tratamento adequado (hidratagcdo venosa ou tratamento de possiveis infecgoes
relacionadas a pungédo venosa com uso de antibiéticos topicos ou sistémicos. Durante a obtencdo do
Consentimento Livre e Esclarecido e/ou Assentimento, serdo esclarecidos os procedimentos (entrevista,
exame clinico e coleta de amostra bioldgica) a fim de que aqueles que se sintam desconfortaveis com
quaisquer dos procedimentos (afericdo de peso, medida da cintura ou coleta de sangue, por exemplo) sejam
excluidos. Em caso de mal-estar ou complicagbes associados a coleta, os pesquisadores se comprometem
a prestar a assisténcia necessaria, conforme descrito no TCLE.

Beneficios:

As criancas e adolescentes dos municipios passarao a receber uma merenda escolar mais saudavel, que
constitui prevencéo primordial de doencas no futuro. Caso a avaliacao clinica e/ou laboratorial do
participante seja normal, estd confirmada suas boas condi¢cdes de saude. Caso estejam alterados, os
exames serdo avaliados e seu filho seréa tratado pela equipe de
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pesquisadores. Ressaltamos que qualquer patologia diagnosticada durante a pesquisa sera avaliada e
tratada pela equipe dos pesquisadores, além de encaminhamento para Centros de Referéncia (Centro de
referéncia Estadual em Endocrinologia e Diabetes — CEDEBA- ou Ambulatério Docente Assistencial da
Bahiana - ADAB), onde os pesquisadores atuam.

Comentarios e Considerac6es sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo longitudinal intervencionista prospectivo ndo controlado a ser realizado em criangas e
adolescentes matriculados nos diversos niveis educacionais em escolas municipais em quatro municipios do
Sertdo da Bahia. Considerando-se o nimero de 35000 alunos nos municipios estudados, foi realizado um
célculo amostral, com auxilio da calculadora eletrdnica “Win Pepi”. Para um intervalo de confian¢a de 95%,
estabeleceu-se um n de 1500 participantes para avaliagdo antropométrica. Dentre o total de participantes,
seré randomizada uma sub-amostra de 350 participantes a serem submetidos também a avaliagcéo
laboratorial. Serdo randomizadas escolas a serem estudadas, respeitando igual propor¢éo entre alunos da
zona rural e urbana. Todos os educandos selecionados randomicamente (n=1500) serdo avaliados nos
aspectos clinicos e antropométricos pela equipe envolvida no estudo durante dois anos. Do mesmo modo, a
sub-amostra sera também submetido a trés coletas no periodo do estudo. Seré solicitado as escolas que
reservem sala(s) de aula exclusivamente para obtencdo dos dados, garantindo privacidade para a entrevista
e avaliacdes propostas e também para coleta de exames laboratoriais. Existe um desconforto e risco
minimos ao se submeter a coleta do sangue. Para evita-los, a coleta sera realizada por profissional treinado
e supervisionada pelos pesquisadores. Os participantes serdo orientados sobre possibilidade de
hematomas. Os pesquisadores se comprometem a prestar assisténcia em caso de mal estar durante a
coleta ou infeccdo no local da coleta. A coleta sera também acompanhada pelos pesquisadores que
orientardo como evitar hematomas e infecgdes. Em caso de intercorréncias, os pesquisadores irdo
acompanhar o participante a Unidade de Pronto Atendimento para que possam receber tratamento
adequado. Serdo avaliados peso, estatura, circunferéncia do brago e da cintura, medida das dobras
cuténeas, presséao arterial e calculado o indice de massa corporal (peso em kg/altura2 em metros) e seréo
classificados de acordo com as curvas de crescimento infantil da Organizagdo Mundial de Saudes (OMS)
por meio de software WHO Antrho e Antrho plus (versado 3.2.2). Atividade fisica sera mensurada através do
Questionario e Atividade Fisica em criangas maiores (PAQ-C), validado para o Brasil em sua versédo curta.
Estes questionarios serdo aplicados no momento da incluséo no estudo e repetidas mais duas vezes com
frequéncia semestral. Foram adicionadas trés questbes relacionadas a atividade fisica correlacionada a
trabalhos manuais, conforme preconizado por
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Almeida em 2011. O consumo alimentar sera avaliado por meio de Recordatério Alimentar de 24 horas
(R24h) associado ao Questionario Frequéncia Alimentar (QFA), em apéndice, a serem aplicados pelos
pesquisadores nos pais ou responsaveis pelos escolares. Nos participantes randomizados para a sub-
amostra (n=350), ser@o coletados sangue venoso e fezes a fim de realizar exames complementares
(hemograma, ferritina, glicemia de jejum, colesterol total e fracdes, triglicérides, vitamina B12 e 25 OH
vitamina D3) e analise de microbiota fecal. As coletas serdo repetidas a cada semestre (total de trés
avaliagdes). Sera coletado aproximadamente 10 ml da veia cubital ou radial das criancas e adolescentes
apods jejum (8h). As amostras seréo coletadas por um Laboratério de Analises Clinicas sediado em Serrinha,
segundo procedimentos padrdo de seguranga, onde também serdo processadas.Os pesquisadores
realizar@o o transporte das amostras em recipientes térmicos adequados para posterior anélise por um
Laboratorio de referéncia em Salvador. Durante todo o periodo do estudo, as amostras serdo armazenadas
em freezer -80° C na Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP), que se responsabilizara pelo
descarte das mesmas ao final do Estudo. Os pesquisadores se comprometem a manter sob sua guarda
sigilosa os instrumentos de coleta durante e ap6s a realizagao da pesquisa na EBMSP sob responsabilidade
da Coordenadora.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

-Folha de rosto apresentada com adequagéo.

-Documento de anuéncia: apresentados, assinados por todas as prefeituras envolvidas.
- Cronograma: ajustado

- Metodologia: adequada

- Riscos e beneficios: adequados.

- TCLE e Termos de assentimento: adequados

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Apobs a analise bioética deste protocolo, de acordo com a resolugéo 466/12 do CNS e documentos afins,a
partir das resposta de pendéncias ao parecer consubstanciado datado de 17 de setembro de 2018,
consideramos APROVAGAO.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Atencéo : 0 ndo cumprimento a Res. 466/12 do CNS abaixo transcrita implicard na impossibilidade de
avaliacdo de novos projetos deste pesquisador.

Xl DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclinavel e compreende os
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aspectos éticos e legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador: a) e b) (...)

c) desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;

Qo™

e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos ap6és o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos

pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgéo do projeto ou

a néo publicagéo dos resultados

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/09/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1150270.pdf 22:24:58
TCLE / Termos de |assentimento_ES.doc 18/09/2018 |RENATA MARIA Aceito
Assentimento / 22:20:30 |[RABELLO DA SILVA
Justificativa de LAGO
Auséncia
TCLE / Termos de |assentimento_ES_sem_coleta.doc 18/09/2018 |RENATA MARIA Aceito
Assentimento / 22:20:00 |[RABELLO DA SILVA
Justificativa de LAGO
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_ES_sem_coleta.doc 18/09/2018 |RENATA MARIA Aceito
Assentimento / 22:19:43 |RABELLO DA SILVA
Justificativa de LAGO
Auséncia
TCLE /Termos de |TCLE_ES.doc 18/09/2018 [RENATA MARIA Aceito
Assentimento / 22:19:19 |RABELLO DA SILVA
Justificativa de LAGO
Auséncia
Projeto Detalhado / | projeto_versao_final_CEP.pdf 18/09/2018 |RENATA MARIA Aceito
Brochura 22:18:49 |RABELLO DA SILVA

| Investigador LAGO
Outros carta_ao_CEP_versao_2.docx 18/09/2018 |RENATA MARIA Aceito
22:15:56 |RABELLO DA SILVA
LAGO
Qutros carta_ao_CEP.docx 12/07/2018 [ANA MARICE Aceito
20:31:16 | TEXEIRA LADEIA
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Folha de Rosto folha_de_rosto_ES.pdf 12/06/2018 |ANA MARICE Aceito
10:00:52 [TEXEIRA LADEIA

Outros TAC_Biritinga.pdf 04/06/2018 |ANA MARICE Aceito
10:09:02 [TEXEIRA LADEIA

Qutros TAC_Teofilandia.pdf 04/06/2018 |ANA MARICE Aceito
10:08:07_ [TEXEIRA LADEIA

Qutros TAC_Barrocas.pdf 04/06/2018 |ANA MARICE Aceito
10:06:09 [TEXEIRA LADEIA

Outros TAC_Serrinha.pdf 04/06/2018 | ANA MARICE Aceito
10:05:01 _ [TEXEIRA LADEIA

Outros INSTRUMENTO_DE_COLETA.docx 04/06/2018 | ANA MARICE Aceito
07:32:19 | TEXEIRA LADEIA

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Endereco:
Bairro: BROTAS
UF: BA

Telefone:

(71)3276-8225

SALVADOR, 15 de Outubro de 2018

Assinado por:

Maria Thais de Andrade Calasans

(Coordenador(a))

AVENIDA DOM JOAO VI, 275

CEP: 40.290-000
Municipio: SALVADOR

E-mail:

cep@bahiana.edu.br
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